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Bevezetés 
A muszkarinos acetilkolin (Ach) receptoroknak öt altípusa (M1-M5) ismert, melyek különbözı 
mértékben vesznek részt az Ach hatásainak közvetítésében a központi és perifériás 
idegrendszer területén, valamint a célszervekben [1]. Az elmúlt évtizedekben sok 
ellentmondásos adat győlt össze a különbözı receptor-altípusok specifikus szerepét illetıen. 
Az ellentmondások legfıbb oka az volt, hogy nem álltak rendelkezésre az egyes receptor-
altípusok specifikus ligandumai. E nehézség leküzdésére az elmúlt években létrehozták az 
M1-M5 receptorok knock-out egértörzseit [2-10], melyek segítségével számos fontos kérdés 
tisztázása sikerült. Többek között az is kiderült, hogy az M2 receptort kódoló gén delécióját 
követıen kis mértékben, de szignifikánsan csökken, míg az M3 receptort kódoló gén 
delécióját követıen csaknem teljesen eltőnik a muszkarinos agonistákkal kiváltható 
kontrakció húgyhólyagokban [4]. A két receptor együttes delécióját követıen megszőnik a 
húgyhólyag válaszkészsége muszkarinos stimulációra [11]. Az M3 receptor domináns szerepe 
a hólyagkontrakció közvetítésében meglepı megfigyelés, hiszen sokkal kisebb mértékben 
expresszálódik a simaizomzatban, mint az M2 receptor [12]. Munkánk célkitőzése az M2 és 
M3 receptorok aktiválásának hatására kialakuló kontrakció mechanizmusának vizsgálata 
különös tekintettel az intracelluláris jelátviteli folyamatokra és ezek esetleges 
kölcsönhatásaira.  
A simaizom-kontrakció mechanizmusai 
A receptor-aktiváció hatására kialakuló simaizom-kontrakció létrejöttében eddig két reakcióút 
szerepére derült fény (1. ábra). A klasszikus (ún. Ca++-függı) folyamat kiindulópontja a 
receptorhoz kapcsolódó Gq/11 fehérjék aktiválódása, mely foszfolipáz C (PLC)-mediálta 
inozitol-trifoszfát (IP3) képzıdésen keresztül intracelluláris Ca++-felszabaduláshoz és ezáltal a 
miozin-könnyőlánc-kináz (MLCK) aktiválódásához vezet, ami katalizálja az aktin-miozin 
komplex kialakulását és a simaizom-kontrakciót [13]. Emellett a klasszikus reakcióút mellett 
már régebb óta ismert volt az a jelenség (Ca++-szenzitizáció), hogy bizonyos agonisták 
hatására az intracelluláris Ca++-szignál kontrakciós hatása felerısödik, mégpedig a miozin-
könnyőlánc-foszfatáz (MLCP) gátlásán keresztül. E folyamat kiváltásában szerepe lehet a 
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PLC aktiválódásakor felszabaduló diacilglicerolnak (DAG) és az általa aktivált proetin-kináz 
C (PKC)-nek [14], de egyre több adat szól amellett, hogy a MLCP inaktiválásáért a G12/13 
heterotrimér G-fehérjék által aktivált kis G-fehérje Rho és általa a Rho-kináz (ROCK) enzim 
felelıs [15]. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. ábra 
 
Kísérleti terv 
A/ A húgyhólyag simaizomzatában a muszkarinos Ach-receptorok stimulációját közvetítı 
heterotrimer G-fehérjék, és az általuk aktivált jelátviteli utak azonosítása. 
B/ A muszkarinos Ach-receptorok által közvetített Rho-aktivációért felelı Rho guanine-
nucleotide exchange factor (Rho-GEF) azonosítása. 
C/ Az L-típusú feszültség-függı Ca2+-csatorna szerepe a húgyhólyag simaizom-mőködésének 
szabályozásában. 
Fıbb kísérleti módszerek 
Cisztometria 
Mély éter anesztéziában elvéreztetett felnıtt hím egerek húgyhólyagját eltávolítottuk, majd az 
urethra felıl megkanüláltuk, és az ureterek lekötése után konstans (0,5 µl/sec) sebességő 
elımelegített fiziológiás sóoldattal infundálva meghatároztuk a térfogat – intravezikális 
nyomás összefüggést. 
A hólyag-simaizomzat válaszkészségének meghatározása in vitro 
Az irodalomban leírt technikát [31] alkalmaztuk. A projekt költségvetésének terhére egy 
négycsatornás miográfot szereztünk be, melynek segítségével az egy húgyhólyagból 
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preparálható 4 simaizom-szelet párhuzamosan vizsgálható, és ezáltal a kísérleti állatok száma 
csökkenthetı. A carbachollal létrehozott simaizom-kontrakciós válaszokat a 124 mM K+-mal 
kiváltott referencia-kontrakció százalékában fejeztük ki. Az M2- és M3-receptorok által 
közvetített hatásokat receptor-specifikus antagonisták (AFDX-116 és 4-DAMP) segítségével 
próbáltuk szétválasztani. 
A simaizom Rho-aktivitásának mérése 
Mély éter anesztéziában elvéreztetett egerekbıl kipreparált húgyhólyagról a serosát ill. a 
mucosát eltávolítottuk, az így maradt simaizmot 3 egyenlı szegmentre daraboltuk. Az így 
preparált kb. 10 mm hosszú simaizom szegmenteket Krebs-oldattal feltöltött szervfürdıbe 
helyeztük, legalább 1 óráig nyugalomban hagytuk, majd 30 másodpercig illetve 3 percig 30 
microM carbachollal aktiváltuk. A minták aktív RhoA tartalmát a harmadik, nem aktivált 
simaizom-szeletéhez viszonyítottuk. A Rho-aktivitást egy pull-down elven mőködı ELISA 
kit (G-LISA) segítségével határoztuk meg. 
Farmakológiai gátlószerekkel nyert eredmények 
Kísérleteinkben elıször klasszikus farmakológiai módszerekkel vizsgáltuk a muszkarinos 
agonista carbachol (CBH) által létrehozott simaizom-kontrakció szignáltranszdukciós 
folyamatait vad típusú egerekbıl izolált húgyhólyag szegmenteken. 
Azt tapasztaltuk, hogy az M2 receptor gátló AFDX-116 nem befolyásolta a carbachollal 
kiváltott kontrakciót (2. ábra), hasonlóan a pertussis toxinhoz, amely a Gi fehérje mőködését 
gátolja (3. ábra). Ezen eredmények együttesen arra utalnak, hogy az M2 receptorok ill. az 
ehhez kapcsolt Gi fehérjék nem játszanak fontos szerepet a muszkarinos receptorok által 
közvetített simaizom-kontrakcióban élettani körülmények között. 
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Megvizsgáltuk a Rho-kináz gátló Y27632 (10 µM) hatását a carbachollal kiváltott 
kontrakcióra. Jelentıs gátlást tapasztaltunk (4. ábra), ami a Rho-kináz jelentıs szerepére utal a 
simaizom-kontrakcióban.  
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Ennél is erısebb gátlást okozott az L-típusú Ca++-csatorna gátló nifedipin (5. ábra). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Az ábrákon a carbachollal kiváltott kontrakció a 124 mM K+-t tartalmazó oldattal kiváltott 
referencia-kontrakció százalékában van feltőntetve. 
Jelmagyarázat a 2-5. ábrákon: gátlószer beadása elıtt: ●; gátlószer beadása után: ■ 
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Genetikailag módosított egerek vizsgálatával nyert eredmények 
Kísérleteink következı szakaszában genetikailag módosított egerekbıl (l. 6. ábra) izolált 
húgyhólyagokon vizsgáltuk a muszkarinerg receptorok szignáltranszdukciós folyamatait. 
Célunk volt a Gq/11 és G12/13 reakcióutak kondicionális inaktiválása a simaizomban a Cre-loxP 
módszer alkalmazásával [28, 29]. Ennek keretében elıször létrehoztunk egy transzgenikus 
egértörzset (SMMHC-Cre), melyben a Cre-rekombináz enzim expressziója tamoxifennel 
indukálható a simaizomban. Ezután ezen egereket kereszteztük olyan egerekkel, akikben a 
heterotrimer Gq fehérje α alegységét kódoló gén tartalmazza a Cre-rekombináz specifikus lox-
P vágóhelyeit (Gαqflox/flox) és a G11 fehérje α alegységeit kódoló gének hiányoznak (Gα11-/-). 
Ezen egerek tamoxifennel történı indukciót követıen nem expresszálják a Gq/11 fehérjék α 
alegységeit, így a Gq/11 reakcióút kondicionálisan inaktiválható a simaizomban [30]. 
Hasonlóan a Cre-rekombinázt a simaizomban tamoxifen hatására expresszáló egértörzs és 
Gα12-/-;Gα13flox/flox egerek keresztezésével létrehoztunk olyan egereket, akikben a G12/13 
reakcióút kondicionálisan inaktiválható a simaizomban [30]. Ezzel a génmanipulációs 
módszerrel lehetıvé vált a Gq/11 és G12/13 reakcióutak elıbbiekben felvázolt szerepének 
vizsgálata a simaizomtónus szabályozásában. Az transzgenikus egértörzsek létrehozását és az 
érfunkcióik vizsgálatával nyert eredményeinket korábbi publikációnk tartalmazza [30]. 
 
Keresztezés elıtti   Keresztezés utáni  Tamoxifen-kezelés utáni 
genotípus    genotípus   genotípus (a simaizomban) 
 
6. ábra. A többszörös géndeléció létrehozásának sematikus vázlata. 
 
Ezután megvizsgáltuk, hogy a Gαq/11 ill. Gα12/13 fehérjék deléciója a simaizomból károsítja-e a 
húgyhólyag mőködését. Ennek vizsgálatára elıször cisztometriát alkalmaztunk, aminek 
eredményeit az 7. és a 8. ábra mutatja. Jól látható, hogy WT hólyagokban a hólyag fiziológiás 
sóoldattal való feltöltése az intravezikális nyomás tónusos emelkedését okozza, amire fázisos 
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nyomásemelkedések tevıdnek rá. Ez a kép a 11 KO állatokban sem változik jelentısen. A 
Gαq/11 KO egerekben azonban a tónusos nyomásemelkedés jóval alacsonyabb, a fázisos 
hólyag-összehúzódások pedig majdnem teljesen eltőnnek, jelezve a hólyagmőködés 
diszfunkcióját. Ezzel szemben a Gα12/13-deficiens egerek húgyhólyagjai semmilyen 
szignifikáns eltérést nem mutatnak a vad típusú kontrollokhoz képest. A muszkarinerg 
receptor antagonista atropin hatására a tónusos nyomásemelkedés jóval alacsonyabb, a fázisos 
hólyag-összehúzódások pedig majdnem teljesen eltőnnek. 
 
 
12/13 KO  atropinnal kezelt kontroll 
7. ábra. Eredeti cisztometriás regisztrátumok tamoxifennel kezelt SMMHC-Cre-/-; Gαqflox/flox; Gα11+/+ 
(vad típusú kontroll), vehiculummal kezelt SMMHC-Cre+/-;Gαqflox/flox; Gα11-/- (11 KO) és tamoxifennel 
kezelt SMMHC-Cre+/-; Gαqflox/flox; Gα11-/- (q/11 KO), ill. SMMHC-Cre+/-; Gα13flox/flox; Gα12-/- (12/13 KO) 
valamint atropinnal kezelt kontroll egerekbıl. Az urethra felıl kanülált húgyhólyagokat fiziológiás 
sóoldattal töltöttük fel 0,5 µl/sec sebességgel és az intravezikális nyomást regisztráltuk. 
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8. ábra. A cisztometriás adatok statisztikai analízise. Az ábra bal oldalán a tónusos nyomásemelkedés, 
a jobb oldalán pedig a fázisos nyomásingadozások amplitúdója van feltüntetve az öt (vad típusú 
kontroll, 11 KO, q/11 KO, 12/13 KO valamint atropinnal kezelt kontroll) kísérleti csoportban. 
***p<0,001 vs. WT (ANOVA és Tukey-féle post-hoc teszt) 
 
A cisztometriás eredményeket teljes mértékben megerısítették a húgyhólyagból preparált 
simaizom-szeletek in vitro miográfiás vizsgálatával nyert adatok (9. ábra): 
 
 
9. ábra. A carbachol in vitro kontrakciós hatása húgyhólyag simaizom-szeleteken a négy (vad típusú 
kontroll, 11 KO, q/11 KO, 12/13 KO) kísérleti csoportban. ***p<0,001 vs. WT (ANOVA és Tukey-
féle post-hoc teszt) 
 
Az eddig bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a húgyhólyag muszkarinos receptorok 
által közvetített kontrakciós válaszaiban döntı jelentısége van a Gq/11 jelátviteli útnak, míg a 
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G12/13 fehérjék nem játszanak számottevı szerepet a szignáltranszdukcióban. Ez a 
következtetés azonban ellentmondani látszik az 1. ábrán vázolt sémának, hiszen a Rho kis G-
fehérje által aktivált Rho-kináz (ROCK) enzim saját (4. ábra) és irodalmi [18, 27] adatok 
szerint is részt vesz a húgyhólyag muszkarinerg kontrakciós válaszaiban. Úgy tőnik tehát, 
hogy a húgyhólyag simaizomzatában a Rho-ROCK útvonal aktivációja független a G12/13 
fehérjéktıl. Ennek bizonyítására, valamint annak eldöntésére, hogy a Gq/11 jelátviteli út 
szerepet játszik-e a húgyhólyag simaizomzatában carbachol hatására kialakuló Rho-
aktivációban direkt, pull-down elven mőködı assay-t állítottunk be a Rho-aktivitás mérésére. 
Azt találtuk, hogy a kontroll húgyhólyagokban carbachol hatására kialakuló kb. 35 %-os Rho-
aktiválódás nem mérséklıdik sem a Gq/11 sem pedig a G12/13 jelátviteli út hiányában (10 ábra). 
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10. ábra. A carbachol hatására a húgyhólyag simaizomzatában kialakuló Rho-aktiváció a 
három (vad típusú kontroll, 11 KO, q/11 KO, 12/13 KO) kísérleti csoportban. 
 
Ezen eredményeink egyértelmően bizonyították, hogy a húgyhólyag simaizomzatában létezik 
egy Rho-aktivációs mechanizmus, amely független mind a Gq/11 mind pedig a G12/13 jelátviteli 
utaktól. Feltételeztük, hogy ennek közvetítésében szerepe lehet az M2-receptorok által aktivált 
Gi-fehérjének. Ennek eldöntésére megvizsgáltuk, hogy a Gαq/11-deficiens húgyhólyagokban 
megmaradó kontrakciós válasz gátolható-e pertussis toxinnal (PTX), a Gi fehérjék specifikus 
gátlószerével. Azt találtuk, hogy a pertussis toxinnal kezelt Gαq/11-deficiens húgyhólyagok 
kontrakciós válaszai szignifikánsan lecsökkentek a kezeletlenekéhez képest (11. ábra): 
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11. ábra. 
Összefoglalás 
Eredményeink szerint élettani körülmények között a Gq/11 jelátviteli út (vélhetıleg az M3-
receptorok által aktiválva) döntı szerepet játszik az acetilkolin simaizom-kontrakciót okozó 
hatásának közvetítésében és ezáltal a húgyhólyag mőködésének szabályozásában. E 
szignáltranszdukciós mechanizmus mellett a Rho-ROCK útvonal is hozzájárul a muszkarinerg 
simaizom-kontrakció kialakulásához, azonban – az eddig leírt simaizom-mőködésekkel 
ellentétben – nem a G12/13 hanem a Gi fehérjék közvetítik e hatást a receptorok felıl. Ez felveti 
az M2-receptorok szerepét a jelátvitelben. Mivel a Rho-ROCK útvonal túlzott aktiválódását 
feltételezik egyes húgyhólyag-diszfunkciók (pl. overactive bladder szindróma) 
kialakulásában, az M2-Gi jelátviteli út új terápiás célpont lehet e betegségek kezelésében. E 
hipotézis tesztelésére kutatási együttmőködést kezdeményeztünk Dr. Jürgen Wess 
munkacsoportjával (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, NIH) 
aminek keretében többek között M2- és M3-receptor deficiens egértörzseket fogunk vizsgálni 
2010 januárjában. 
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